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研究成果の概要（和文）：リガンド未知の「オーファン核内受容体」に対して、トレーサーとす

る標準化学物質がないため受容体結合試験ができず、困難な研究課題となっている。本研究で

は、複数のヒト核内受容体について、表面プラズモン共鳴法（SPR）を利用した分子間相互作
用解析装置 Biacore T100 を用いて低分子量化学物質と核内受容体の結合試験系を確立し、強
く結合する化学物質を見出した。そして、放射標識体を用いた受容体結合試験系の構築にも成

功し、これまでに全く知られていない化合物が受容体と非常に強く結合することが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：With no radiolabeled standard compound for the receptor-binding assay, it is 
difficult to make a structure-activity study especially for "orphan nuclear receptor."  The SPR method 
requires no standard compound in receptor assay, and thus in this study, we intended to establish a novel 
way to perform SPR prior to the ordinary binding assay.  By using non-radiolabeled compounds, we 
carried out SPR to explore the ligands of particular nuclear receptor, and those that bind to the receptor 
were then utilized for radio-ligand receptor binding assay.  In several occasions, we could find out 
eventually a very specific chemical that strongly binds to a certain important nuclear receptor. 
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１．研究開始当初の背景 

(１) 本研究に関連する国内・国外の研究動向	 	 	  
	 環境化学物質のヒトの健康への有害影響

が社会的に懸念され、近年特に、胎児や乳幼

児をはじめとする化学物質に対して脆弱な

集団を保護するため、ヒト核内受容体 48 種
について、すべて有害なシグナル毒性を示す

可能性があることが示された。申請者らは、

2006 年秋、胎児や乳幼児に対する低用量で
の悪影響が懸念されている化学物質・ビスフ

ェノールＡが核内受容体の 1 種 ERRγに天
然ホルモン並みに非常に強く結合すること

を証明した。さらに、米国・国家毒性プログ

ラム NTP によって毒性について詳細に調べ
るべき化学物質としてノミネートされたビ

スフェノール AF が女性ホルモン受容体 ER
α、ERβと強く結合し、α型ではアゴニスト
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活性、β型ではアンタゴニストとして働く事

実を明らかとし、報告した。こうして応募者

の研究グループは、化学物質の核内受容体結

合性について世界をリードする研究を展開

し、全 48 種への検討を加速している。しか
しながら、特にオーファン核内受容体につい

ては、結合する化学物質があるのか？	 何な

のか？	 どのような結合様式か？	 等の検

討には非常な困難性があり、迅速なアッセイ

系の確立が緊要な課題となっている。 

(２)着想に至った経緯 
	 申請者の研究グループでは、これまで「セ

ンシング抗体法」等により、ヒト 48 種類核
内受容体の化学物質のリスク評価に取組ん

できた。その中で、ビスフェノールＡが ERR
γに選択的・特異的に非常に強く結合するこ

とを初めて明らかとし、ビスフェノールＡ

/ERRγの結合体の X 線結晶構造解析にも成
功し、さらには、ERRγに結合する多くのフ
ェノール類を明らかにするなど、次々と新事

実を明らかにしてきた。こうして、オーファ

ン核内受容体の 1 種類である ERRγについ
ては、結合に関する知見は進んでいるが、他

の受容体については、試験系の確立はあまり

進んでいない。現在まで、標的核内受容体に

対する化学物質の結合度を調べる方法に、放

射標識された標準物質を用いる結合試験が

ある。しかし、天然リガンドが発見されてい

ない「オーファン核内受容体」は、こうした

結合試験は適用できない。これを克服するに

は、標準物質を使わず、受容体と化学物質の

相互作用を測定できる試験系が必要である。 
	 こうしたなか、近年、表面プラズモン共鳴

を利用した分子間相互作用解析装置が数多

く開発されて、DNA—タンパク質、タンパク
質—タンパク質、タンパク質—低分子化合物な

ど分子種を選ばずあらゆる測定が可能であ

る。しかも、この装置を用いれば、放射標識

リガンドない「オーファン核内受容体」と結

合親和性の解析が可能となる。 
 
２．研究の目的 
	 上記の研究開始当初の背景で述べた通り、

内分泌撹乱作用は、化学物質の核内受容体を

介したシグナル毒性である。したがって、核

内受容体に対する化学物質の結合を測定す

ることは不可欠な研究であり、活性の指標と

なる標準化合物は必須な分子ツールである。

しかし、ヒト核内受容体 48 種類のうち、化
学物質の結合性に関する研究が進展してい

るのは約半数に過ぎず、残りは天然リガンド

さえ発見されていない。そこで、本研究では、

リガンド未知の「オーファン核内受容体」に

強く結合する化学物質を探索する目的とし、

表面プラズモン共鳴を利用した分子間相互

作用解析装置を用いて分子量 150〜500 の低
分子量化学物質の核内受容体結合親和性に

ついて解析する。そして、標準化合物となり

得る高親和化合物を同定する。 
 
３．研究の方法 

(1) 試験化学物質の選定 
	 試験する化学物質は、現在流通している

ものを中心に、ビスフェノール類、フェノ

ール類、フタル酸類、有機スズ類、フラボ

ノイド類、ステロイド類、他の環境ホルモ

ンなどを合わせて、合計 500種程度の試験
化学物質を選定する。それぞれの試験化学

物質は 10-2 Mの DMSO溶液として調製す
る。 

(2) 核内受容体リガンド結合ドメインタン
パク質の発現系構築 
	 試験系を確立ため、それぞれの核内受容

体をリガンド結合ドメインと GST タンパ
ク質融合タンパク質として量的に発現・精

製する。作製済みのオーファン核内受容体

タンパク質発現プラスミドを大腸菌 BL21
株に導入し、GSTとの融合タンパク質とし
て発現系を構築する。さらに、グルタチオ

ンのアフィニティカラムによりタンパク質

を大量に精製する。 

(3) ビアコア受容体結合試験系の確立 
	 得られたタンパク質は、ビアコア T100
測定装置のセンサーチップに GST 抗体を
介した抗体反応により固定化する。試験の

最適な固定化条件を設定するため、様々な

タンパク質に対して反応濃度、流速、添加

時間、解離時間など、詳細に条件検討を行

う。こうした上で、それぞれの受容体タン

パク質に対して、現在まで報告された結合

化学物質があればそれをコントロールとし

て、タンパク質の機能性を確認する。無い

場合は直接的に解析する。結合が確認され

た場合、構造要因を細かく変えながら、詳

細な構造活性相関解析を実施し、結合性を

確証する。さらに、それぞれの受容体に対

して、こうした結合試験を実施する。 

(4) 化学物質の結合親和性評定 
	 上記で確立した受容体の結合試験系を用

いて、精製した各オーファン核内受容体に

ついて化学物質 500 種を順次に試験する。
解離定数が〜500 nM 以下の強い結合性を

示す化学物質をリストアップする。 



(5) トリチウム標識化学物質を用いた受容
体結合試験系の構築 
	 ビアコアを用いた試験によって同定され

たリード化合物のトリチウム標識体を用い

て、受容体結合試験系を構築する。受容体

結合試験系を確立した後、リード化合物の

構造を基本として、これより強く結合する

化合物を探索・同定する。 
 
４．研究成果	 

(1) オーファン核内受容体リガンド結合ド
メインタンパク質の量的発現と精製 
	 申請者らはこれまでの様々な研究により、

48 種類核内受容体のリガンド結合ドメイン
（LBD）の発現プラスミド作製を完了した。
そこで、既に作製済みの合計 20 種のオーフ
ァン核内受容体 LBD 発現プラスミドを大腸
菌 BL21株に導入し、グルタチオン-S-トラン
スフェラーゼ（GST）との融合タンパク質と
して発現した。さらに、グルタチオングルタ

チオンのアフィニティカラムにより試験系

を用いられるタンパク質を大量に精製した。

その結果、20 種のうち、11 種の受容体につ
いて、非常に高純度な（95%以上）の受容体
タンパク質を得ることができた。 

(2) ビアコアを用いた受容体の結合試験系
の確立および化学物質の結合親和性の評価 
	 まず、(1)で得られた GST 融合タンパク質
を用いて、ビアコア T100測定装置のセンサ
ーチップに GST 抗体を介した抗体反応によ
り固定化し、各オフーファン核内受容体に対

して、結合試験の最適な条件を確立した。 
	 次いで、それぞれのオーファン核内受容体

について、申請者らの研究室に既存のトリチ

ウム標識体化合物の非標識体および放射標

識体を購入可能な化学物質から、優先的に受

容体との結合性を確認し、化学物質と受容体

の結合親和性を評価した。その結果、ERRα、
ERRβ、LRH-1、Rev-erbβ、COUP-TF1の
5種の受容体については、結合解離定数（KD）

が〜500 nM以下の結合性を示す化学物質の
同定に成功した。これらは、これまでに全く

知られていない化合物群で、初めて結合性が

明らかとなった。 

(3) トリチウム標識体を用いた受容体結合
試験系構築および化学物質スクリーニング 
	 ビアコアを用いた結合試験系によって同

定された化学物質のトリチウム標識体を用

いて、受容体結合試験系の構築を試みた。そ

の結果、LRH-1受容体の結合試験系の構築を
成功した。そこで、競合結合試験系を確立し

た後、まず、約 100 種の化学物質について、
スクリーニングした。その結果、これまで全

く知られてない化合物が LRH-1 受容体と非
常に強く結合することが判明した。引き続き、

約 200種についてスクリーニングし、この結
果を確認すると共に、結合性の化学物質に報

告されている細胞膜受容体に対するアンタ

ゴニストについて試験したところ、これらア

ンタゴニストは核内受容体には結合せず、新

規な結合様式で相互作用することが判明し

た。また、同様な結果が複数の核内受容体で

得られつつあり、これらは本研究の戦略的な

迅速解析法がきわめて妥当なものであるこ

とを証明した。 
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